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0 RNA mtt Endoribonucleaseaktivitat gegen mRNA von Reifungsgenen, ihre Herstellung und Ihre 
Verwendung in Pflanzen. 



© Ribozym-Gene Oder -Gen-Fragmerrte konnen auf Basis der c-DNA von Reifungsgenen synthetisiert werden. 
Sie werden dann in Pflanzenzellen eingeschleust und dort exprimiert, wodurch eine nahezu vollstandige 
Hemmung der Reifungsenzyme hervorgerufen wird. 
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RNA MIT ENDORIBONUCLEASEAKTIVITAT GEGEN MRNA VON RE1FUNGSGENEN, IHRE HERSTELLUNG 

UND IHRE VERWENDUNG IN PFLANZEN 



RNA-MolekOle konnen urrter geeigneten Voraussetzungen ohne Beteiligung von Proteinen an anderen 
RNA-Molekulen Reaktionen katalysieren oder autokataiytisch Fragments aus eigenen MolekUlen abspaiten. 
So wird vom 3-Ende der 23s rRNA von Tetrahymena thermophila autokataiytisch ein Intron mrt 413 
Nukleotiden entfemt und in eine zirkulare Form ObergefQhrt Dies geschieht durch eina Reihe von 

5 Phosphoestertranster-Reaktionen mit Beteiligung von Guanosin-Kofaktoren (Cech, T.R., Nature 30 , 578-583 
(1983)). Je nach RNA Substrat oder den gewahlten Reaktionsbedingungen kann das Intron als spezifische 
Ribonuclease. tenminale Transferase, Phosphotransferase oder saure Phosphatase funktionieren. Dabei kann 
ein RNA-MoIekOI einige Umsetzungen vomehmen, ohne selbst verandert zu werden und verhalt sich in 
dieser Hinsicht wie ein Enzym. FQr RNA-MolekQIe mit diesen Bgenschaften wurde deshalb der Begriff 

io Ribozym gepragt 

Xhnliche Reaktionen ohne Beteiligung von Proteinen konnten auch fiir einige viroide RNAs und 
SatellUen-RNAs gezeigt werden. So scheirrt fQr Avocado Sunblotch Viroid (ASBV) (Hutchins, C.J. et al. 
Nucleic Acids Res. 14 , 3627-3840 (1986)), Satelliten-RNA von Tobacco Ringspot Virus (sTobRv) (Prody. 
GA et al, Science 231 . 1577-1580 (1986)) und Satelfiten-RNA von Luzerne Transient Streak Virus (sLTSV) 

is (Forster A.C. et aJ..~Cell 49 , 211-220 (1987)) eine Selbst-Prozessierung eine essentielle Reaktion fQr die 
Venmehrung zu sein. Wahrend der Replikation dieser RNAs werden vermutiich zirkulare Formen gebildet, 
die als Templates 0 zur Synthase von RNAs mrt Obertange fOhren. Diese Transkripte werden durch die 
selbstkatalysierten, endonucleotytischen Reaktionen auf die richtige Genomlange zurechtgeschnitten. 

Die Strukturen der RNAs, die diese vermutiich fQr die Reaktion einnehmen, wurden als "hammerheads" 

20 beschrieben (Forster A. C. et al.. Cell 49 , 211-220 (1987); Haseloff. J. et al.. Nature 334 , 585-591 (1988)). 

Die Schnittstellen flir diese RNA-Enzyme sind spezifisch und mQssen bestimmte strukturelle Vorausset- 
zungen aufweisen, damit eine Prozessierung erfotgen kann. 

Es wurde nun gefunden. daB Ribozyme fur Rerfungsenzyme kodierende Pflanzen-RNA angreifen 
konnen und damit zur Beeinflussung der Reifungsprozesse in Pflanzen eingesetzt werden konnen. 

25 Die Regulation der Expression der fur das Reifungsenzym Polygalakturonase kodierenden DNA durch 
"antisense"-RNA wurde von Smith C.J.S. et al. in Nature 334 , 724 (1988) beschrieben. En Fragment der 
Polygalakturonase-cDNA wird in gegensinniger Orientierung in einen Expressions-Vektor gebracht. Mit 
diesem Vektorplasmid werden uber E. coli und Agrobacterium tumefaciens Stiel-Segmente der Tomate 
transformiert Die Expression von antisense-RNA kann dann in den Blattem der Tomatenpflanze nachgewie- 

30 sen werden. Man nimmt an. daB die "antisense-RNA sich an die eigentliche Polygalakturonase-RNA 
anlagert wodurch diese inaktiviert wird, was wiederum zur Folge hat, daB die Polygalakturonase-Synthese 
zum Teil inhibiert wird. 

Zur spezifischen Beeinflussung der Reifungsprozesse in Pflanzen wurden nun Ribozyme entwickelt, die 
an Reifungsenzym-RNA binden und diese an bestimmten Schnittstellen in der Sequenz spalten konnen. Mit 
35 Hiife der erfindungsgemaBen Ribozyme kann die Synthese bestimmter Reifungsenzyme nicht nur zum Teii 
inhibiert sondem nahezu vollstandig, i^. ca. 80-100 %, gehemmt werden. wirksame Inhibitoren beschrie- 
ben (S. Billich et al„ J. Biol. Chem. 34. (1988). 17905-17098; M. Moore et al.. Biochem. Biophys. Res. 
Comm.. 159, (1989). 420-425; A.D. Richards, R. Roberts. B.M. Dunn, M.C. Graves und J. Kay. FEBS Lett. 
247, (1989), 113-117). 

40 Hone Dosen von Pepstatin A waren in der Lage in der Biosynthese die Bildung des Kemproteins p24 
zu verringem (v.d.Helm. L GUrtler. J. Eberie und F. Deinhardt FEBS UtL. 247, (1989), 349-352). 

Es wurde nun eine neue Strukturklasse gefunden, die im Enzymtest hochwirksam die HIV-Protease 
hemmt 

Die voriiegende Erfindung betrifft Verbindungen der Formel I 
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R 4 

A - N R 5 R 5 * R 3 * 

R 2_ C - C - (Y)j^ - (C) m - C - R 2 * (I) 
R 3 R 6 R 6 * N - A* 

R 4 * 



wonn 

Y far Sauerstoff, Schwefel. einen Rest der Forme! II Oder einen Rest der Formel III 



R 5 ** 

- C - (II) - N - (III) 

R 6 ** R 7 



steht; 

I und m unabhangig voneinander 0 Oder 1 sind; 

A einen Rest der Forme! IV und A* einen Rest der Formel IV* bedeuten 

Nukieotiden bestehen, die zusammengenommen komplemenar zu einer DNA-Sequenz des zu hemmenden 
Reifungsenzyms sind und dafi die Anfangs- und Endsequenz der Oligonukleotide durch eine dazwischenlie- 
gende RNA-Sequenz getrennt werden. die zum Teil aus spezifischen. fur die FunktionaTrtat des Ribozyms 
vorgegebenen Nukieotiden und zum Teil aus variablen Nukieotiden besteht Das mit Substrat-RNA hybridis- 
ierte Ribozym kann im Schema wie folgt aussehen. 



30 



5-NNNNNNNNNNNNNGUC NNNNNNNNNNNNNN-3 - Substrat-RNA 

3-KKKKKKKKCA KKKKKKKK-5 S 



40 




Ribozym 



wobei 

N Nukleotide der Substrat-RNA, A, C, G oder T 
K komplementare Nukleotide zu N im Ribozym 
so V variable Nukleotide im Ribozym und 

V L variable Nukleotide im Loop des Ribozyms bedeutet 

Die Nukleotidanzahi von V L im Loop kann 0-550 betragen. Als Schnittstelle in der Substrat-RNA wird 
bevbrzugt eine GU-Erkennungssequenz gewahlt. 

Die genannten Oligonukleotide werden mit einem entsprechenden Linker versehen. Derartige Unker 
55 besteen beispieteweise Schnmstelten von EcoRl, Sail. BamHI. Hindlll. EcoRV, Smal, Xhol. Kpnl, bevorzugt 
Xbai bzw. Pstl. 

Die synthetisierten Oligonukleotide werden mrt Hilfe der Vektoren pUC19 f pUC 18 oder pBluescript 
(Stratagene, Heidelberg, Product Information) kloniert. und sequenzierL 



3 



> 



EP 0 416 572 A1 



Das bestatigte Oligonukteotid wird in einen intermediaren Vektor mit Pflanzenpromotor kloniert Derarti- 
ge Vektoren sind beispeilsweise die Ptasmide pPCV701 (Velten J. et al. EM BO J. 3 , 2723-2730 (1984)), 
pNCN (Fromm M. et al. PNAS 82 , 5824-5826 (1985)) Oder pNOS ( An G. et al., EM BO J. 4 . 277-276 
(1985)). Bevorzugt wird der Vektor pDH51 (Pietrzak. M. et al., Nucleic Acids Res. 14 , 5857, (1986)) mit 

s einem 35S-Promotor verwendet 

Nach anschtieBender Transformation von E. coli, wie z.B. E. coli MC 1061, DH1, DK1. GM48 Oder XL-1, 
werden positive Klone nach an sich bekannten Methoden (Maniatis et al., Lab. Manual), wie Plasmidminipra- 
paration und Spaltung mrt einem entsprechenden Restriktionsenzym, identrfiziert 

Diese positiven Klone werden dann in einen binaren Pflanzenvektor subkloniert Als Pflanzenvektoren 

w konnen pGV3850 (Zambrysk, P. et al. EM BO J. 2 , 2143-2150 (1983)) oder pOCA18 (Olszewski. N., Nucleic 
Acids Res. 16 , 10765-10782, (1988)) eingesetzt werden. Vorteilhaft wird mit pOCA18 gearbeitet 

Die erhaftenen binaren Pflanzenvektoren, die einen Pflanzenpromotor mit dem angehangten DMA- 
Fragment fOr die Ribozym-Produkbon in der T-DNA enthaften, werden verwendet, urn Pftanzen zu transfor- 
mieren. Dies kann durch Techniken wie Bektroporation oder Mikroinjektion erfolgen. 

is Bevorzugt wird die Kokuftivierung von Protoplasten oder die Transformation von BlattstOckchen mit 
Agrobakterien angewandt Dazu wird das Pfianzenvektorkonstrukt durch Transformation mit gereinigter DNA 
oder. vermittelt Qber einen Helferstamm wie E coli SM10 (Simon R. et al., Biotechnology ^ . 784-791 
(1983)). in Agrobakterium tumefaciens wie A282 mit einem Ti Plasmid Qber ein "triparerrtal mating" 
transferiert Direkte Transformation und triparental mating wurden, wie in, "Plant Molecular Biology Manual" 

20 (Kluwer Academic Pubishers. Dordrecht (1988)) beschrieben, durchgeftlhrt 

Es konnen grundsatzlich alle Pflanzen mit Ribozym-DNA tragenden binaren Pflanzenvektoren transfor- 
miert werden. Bevorzugt sind dikotyledone Pflanzen, insbesondere Nutzpflanzen, wie z.B. fruchttragende 
Pflanzen. Als Bel spiel sollen Tomate, Erdbeere, Avocado, sowie Pflanzen, die tropische Frilchte tragen, z.B. 
Papaya, Mango, aber auch Bime. Apfel, Nektarine, Apnkose oder Pfirsich genannt werden. Insbesondere 

25 bevorzugt wird das beschriebene Verfahren mit der Tomate durchgefOhrt Die transformierten Zellen werden 
mrt Hitfe eines Selektionsmediums selektiert, zu einem Kallus herangezOchtet und auf einem entsprechen- 
den Medium zur Pflanze regeneriert (Shain et al. Theor. appl. Genet 72 . 770-770 (1986); Masson, J. et al., 
Plant Science 53 . 167-176 (1987), Zhan et al.. Plant Mol. Biol. U . 551-559 (1988); McGranaham et al, 
Bio/Technology 6 . 800-804 (1988). Novrate et al., Bio/Technol. 7 ,154-159 (1989)). 

30 Die resultierende Pflanze wird durch die Transformation insofern verandert, als in den Zellen die 
Ribozyme exprimiert werden. was wiederum bewirkt daB die Ribozym-RNA nicht nur an die den entspre- 
chenden Reifungsgenen komplementare RNA bindet und eine mehr oder weniger starke Hemmung der 
Synthese des Reifungsenzyms bewirkt. sondern daB die den entsprechenden Reifungsgenen komplementa- 
re RNA spezrfisch an GUC-Sequenzen geschnitten wird, wodurch die Synthese,des betreffenden Reifungs- 

35 enzyms nahezu vollstandig gehemmt wird. 

Die Bildung der Ribozym-speziflschen Sekundarstrukturmerkmale der in der transgenen Pflanze in vivo 
synthetisierten Ribozym-RNA war in keiner Weise zu erwarten, so daB die beobachtete Hemmung der 
Synthese der Reifungsenzyme v6lfig Oberraschend war. 

Die folgenden Beispiele cfienen der weiteren Erlauterung der Erfindung. 

40 

Beispiele 

Prozentangaben beztehen sich auf das Gewicht, soweit nichts anderes angegeben ist 

45 

1. Klonierung der Oligonukleotide 

Die Synthese der Oligonukleotide zur Ribozymexpression erfolgte auf Basis der folgenden cDNA- 
50 Sequenzen 

a) 5' TGATGGAGTCCATGTATCA 3' 

Ausschnitt aus der Polygalakt cDNA-Sequenz nach Grierson, D. et al., Nucleic Acids Res. 14 , 8595- 
8603 

b) 5' TAGCAAGTCCTGACCTAA 3 

55 Ausschnitt aus der cDNA-Sequenz der Pektin-Esterase nach Ray, J., Eur. J. Biochem. 174 , 119-124 
(1988) 

c) 5 # TGCTTTGTCCGATACAGT 3' 

Sequenzausschnitt der cDNA eines "ripening related protein" nach Ray, J., Nucleic Acids Res. 15 , 
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10587 (1987) 

Mit HiKe der Phosphoramidrt-Methode (Engels J. et al„ Advances in Biochemical Engineering Biotech- 
nology Band 37 ed. : A. Reenter, Springer Vertag. Berlin/Heidelberg, 1988) wurden folgende Oligonukleoti- 
de mit einem Synthesizer synthetisiert 

zu a) 5' CTAGATGATACATGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTCCATCTGCA 3 1 
3 1 TACTATGTACGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGAGGTAG 5* 

zu b) 5 1 -CTAGATTAGGTCAGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTTGCTACTGCA- 3 1 
3 1 - TAATCCAGTCGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGAACGATG- 5 ' 

zu c) 5 1 - CTAGACTGTATCGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAAAGCACTGCA- 3 1 
3 1 - TGACATAGCGACTACTCAC^jK^CTCCTGCTTTGTTTCGTG- 5 1 



Der Vektor pDH51 (Pietrzak, M. et al, Nucleic Acids Res. 14 . 5857 19) wurde mit den Restriktionsendo- 
nukleasen Xbal und PstJ geschnitten, mit "calf intestinal phosphatase" (CIP) inkubiert, phenolisiert und 
gefallt (Maniatis, Lab. Manual). Der so behandelte Vektor wurde mit einem dreifachen OberschuB an 
phosphoryiierten OHgonukleotiden ligiert und in E. coli MC1061 transformiert Positive Klone wurden durch 
Plasmidminipraparationen und anschlieflende Verdauung mit Xbal und Pstt identifiziert 

Femer wurden die ampicillin-resistenten transformierten E. coli Zellen (100 ug Ampicillin pro ml LB- 
Medium) auf Nitrocellulose-Membranen (Gene Screen Plus®. NEN®, Boston) QberfQhrt und weitere 14 
Stunden bei 37* C auf LB-medium mit Ampicillin inkubiert Die Kolonien wurden danach In 0.5 M NaOH 
aufgeschlossen und fixiert Nach dem Trocknen konnten die Fitter mit radioaktiv markierten Oligonukleoti- 
den hybridisiert werden. Positive Klone ergaben eine Schwarzung auf dem Rim. 



2. Subklonierung eines 35S-Promotor-Genfragments in pOCA 18 

Aus den nach 1. emaltenen Kionen wurde je ein 0.75 kb EcoRI Fragment isoliert Dieses wurde in einen 
mit EcoRI geschnittenen pOCA 18 Vektor eingebaut und in E. coli MC1061 transformiert. Positive Klone 
wurden durch Plasmidminipraparationen und nach anschlieBender Hydrolyse mit EcoRI durch das Auftreten 
der 0,75 kb-Bande identifiziert. 



3. Transformation von Agrobacterium tumefaciens 

Urn Pflanzen transformieren zu konnen, mufi das unter 2. erhaltene Konstrukt in ein Agrobakterium 
uberfOhrt werden. Dies geschieht entweder durch "tri parental mating" oder direkt. Beim n tri parental mating" 
wurden je 100 ul Bakterien aus Obernachtkulturen von E. coli SM10, der die Konstruktion tragenden E. coli 
MC1061 und Agrobacterium tumefaciens abzentrifugiert und zusammen in 30 ul LB Medium aufgenommen. 
Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur gab man diese Bakteriensuspension auf einem Filter auf eine LB 
Platte ohne Antibiotika. Nach 12 Std. Inkubation bei 37* C wurde der Filter in 2.5 ml 10 mM MgCI 2 
gewaschen. Aliquots wurden auf LB Platten mit Rifampicin. Tetrazyklin und Kanamycin selektiert. Positive 
Kolonien wurden durch Hybridisierung mit ^P markierter DNA des zu exprimierenden Gens identifiziert 

Bei der direkten Transformation von Agrobakterien wurden die Zellen Uber Nacht in YEB Medium (1 % 
Yeast-Extrakt, 1 % Pepton, 0,5 % NaCI) mit 25 ng/ml Kanamycin und 100 ug/ml Rifampicin bei 28* C 
gezdehtet Die Bakteriensuspension wurde nach 16 Stunden auf eine OD550 von 0.1 verdunnt und bis zu 
einer OD550 von 0,5 bei 28* C weiterinkubiert 1 ml dieser Kultur wurde abzentrifugiert und mit 1 ml 150 
mM NaCI gewaschen. Nach dem Waschen resuspendierte man den Niederschlag in 600 ul eiskalter 10 mM 
CaCfe-Ldsung. 

Aus nach 2. gewonnene E. coli Klone wurde nach AufschluB der Zellen mit 0.2 N NaOH/ 1 % SDS der 
pOCA 18-Vektor mit dem klonierten 0,75 kb-Fragment isoliert und Uber eine CsCI-Dichtegradientenzentrifu- 
gation gereinigt. 1 ug der Plasmid-DNA gab man zu den kompetenten Agrobakterien und stellte die 
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Eppendorf-Gefafle fur 1 Stunde auf Es. Nach 1 Stunde inkubierte man die Plasmid-Losung 5 Minuten bei 
37 *C und gab 2 ml YEB Medium dazu. Die Zellen wurden anschlieflend uber Nacht bei 28* C in einem 
Schuttetinkubator inkubiert Danach gab man jeweils 100 u1 auf YEB-Platten mit 100 ug/ml Rifampicin, 25 
ug/ml Kanamydn und 2,5 ug/ml Tetrazyklin. Nach 2 Tagen bet 28* C zeigten sich auf den Piatten Kolonien. 
5 Positive Wone wurden durch Hybridisterung mit den entsprechenden ^P markierten Oligonukleotiden a), b) 
oder c) nachgewiesen. 

Dazu wurden die transform ierten Agrobakterien auf Gene Screen Plus Membranen ausgestrichen und 
auf YEB-Platten mit 100 ug/ml Rifampicin. 25 ug/ml Kanamydn mit 2,5 ug/ml Tetrazyklin bei 28* C 14 
Stunden inkubiert. Die Membranen wurden anschlieflend 2 Minuten auf 0,5 M NaOH und danach 2 Minuten 

10 auf 0.5 M Tris pH 7,5 gelegt Nach dem Trocknen prahybridisierte man in 10 % Dextransulfat/1 M NaCI/ 1 
% SDS bei 55 *C fUr 2 Stunden und gab danach die radioaktiv markierte Oligonukleotide a), b) oder c) 
dazu. Die Fitter wurden Ober Nacht bei 55* C zusammen mit den radioaktiv markierten Oligos inkubiert 
Nach dem Waschen bei 55* C fQr je 30 Minuten mit 1x SSC (0.15 M NaCI. 0,015 M Natriumcitrat, pH 7,0) 
und 2x mit 0.2 fachen SSC wurden die positiven Wone durch Schwarzung eines aufgelegten Rims 

js identifiziert 



4. Transformation von Tomaten 

20 a) Protoplastentransformation: 

Tomatenprotoplasten (Plant Ceil Reports 6 . 172-175 (1987)) werden einmal mit W5-L6sung (154 mM 

NaCI. 125 mM CaCfe • H2O. 5 mM KCI, 5~mM Glukose) und einmal mit MaMg-LQsung (0,45 M Mannitol. 

25 mM MgCfe, 0.1 % 2-(N-Morpholin)ethansulfonsaure (MES, pH 5,8). Fa. Sigma Chemie. Deisenhofen. 

BR Deutschland) gespGft Nach vorsichtigem Zerttrifugieren bei 600 rpm uber 3 Minuten wird der 
25 Oberstand bis auf 0,5 ml abgezogen. Dazu pipettiert man 50 ug Kalbsthymus DNA, 10 ug des 

beschriebenen Plasmids und 10 Tropfen 45 % Polyethylenglykol (PEG 8000). Nach 10 Minuten werden 

die Protoplasten zweimal mit W5-Losung gewaschen und in LCM-Medium (Plant Cell Reports 6 , 172- 

175(1987)) inkubiert 

b) BlattstQckchentransfonmation mit Agrobakterien: 

30 Tomatenbl§tter werden kleingeschnitten und auf MS-Medium (Murashige. T. et al.. Physiol. Plant 15 . 
473-497 (1962)), mit 2 % Saccharose und 1 ppm Pflartzenwachstumshormon Zeatin (Serva Feinbioche- 
mica GmbH & Co.. Heidelberg. BR Deutschland) gelegt und bei 25 *C Uber einen Zeitraum von 16 
Stunden Licht/Tag inkubiert Einen Tag spater erfolgt Infektion mit Agrobakterien. Dabei werden die 
BlattstOckchen kurz in eine verdOnnte Bakteriensuspension (OD 0.15) des transformierten Agrobakterien- 

35 stamms eingetaucht auf dieselbe Platte zurOckgelegt und unter gleichen Bedingungen weiterinkubiert 
Am dritten Tag werden alle BlattstOckchen mit einer 250 mg/I Carbenicilliniosung gespOlt und auf ein 
2MS-Medium mit 1 ppm Zeatin. 200 mg/I Cefotaxim (Hoechst AG. Frankfurt), 200 mg/I Carbenicillin und 
100 mg/I Kanamydn. gegeben. Regeneranten wurden nach etwa 20 weiteren Tagen auf 2 MS-medium 
mit 1 ppm Zeatin, 200 mg/I Cefotaxim, 200 mg/1 Carbenicillin und 100 mg/l Kanamycin umgesetzt 

40 Nachweis der gegen die "ripening related protein" -RNA gerichteten Ribozym-RNA einer transgenen 
Tomatenpflanze. 

Aus einem BtattstQckchen einer transgenen Tomatenpflanze, die mit dem gegen die "ripening related 
protein"-RNA gerichteten Ribozym-kodierenden Gen transformiert wurde, wurde die zellulare Gesamt-RNA 
isoliert Dazu zerrieb man das Blattmaterial unter flUssigem Stickstoff mit Morser und Pistill. Zum 

45 pulverformigen Blattmaterial gab man das doppelte Volumen eines Extraktionspuffers (0,2 M Natriumacetat, 
1 % SDS, 10 mM EDTA), das doppelte Volumen Phenol (equilibriert mit Extraktionspuffer) und ein halbes 
Volumen Chloroform/lsoamylalkohol 24:1 (v/v). Nach sehr grundlichem Vermischen trennte man die Phasen 
durch Zentrifugieren und wiederholte die phenolische Extraktion der oberen wSCrigen Phase. Diese waBrige 
Phase wurde nach Durchmischen und Trennen durch zentrifugieren wieder in ein frisches Eppendorf-GefaB 

50 uberfuhrt und mit Chloroform/lsoamylalkohol 24:1 (v/v) extrahiert Danach gab man zur wafirigen Phase 1/3 
Volumen 8 M LiCI und hielt den Ansatz uber Nacht bei 4"C. Nach dem Zentrifugieren bildete sich ein 
Niederschlag. Dieser wurde in Wasser aufgenommen und nach Zugabe von 0.3 M Na-Azetat (pH 5,5) 
(Endkonzerttration) mit 2 1/2 Volumen Ethanol gewaschen. Nach dem Waschen mit 70 % Ethanol und 
Trocknen wurde der Niederschlag in 50 ul Wasser aufgenommen. 

55 Zum Nachweis der spezifischen Expression des Ribozymcodierenden Gens wurden je etwa 4 ug 
Gesamt-RNA aus einer nicht-transformierten Wildtyptomatenpflanze und aus einer transgenen Tomaten- 
pflanze auf einem 1 % Agarosegel mit 6 % Formaldehyd aufgetragen. Zum Auftragen wurde die RNA 
getrocknet. in 50 % Form amid/6 % Formaldehyd aufgenommen und fur 15 Minuten auf 60* C erhitzt Das 

6 
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Agarosegel wurde nach dem Lauf kurz mrt H 2 0 gewaschen und mit 10 x SSC auf Gene Screen Plus 
Membran Obertragen. Die Membran wurde nach 24 Stunden mit 2 x SSC gespUlt, 2 Std. bei 80* C inkubiert 
und getrocknet. 

Die Hybridisierung erfolgte nach 2 Stunden Prahybridisierung mit 1 % SDS, 1 M NaCI und 10 % 

s Dextransuffat bei 55* C mit racfioaktiv markiertem Oligonukleotid c) des "ripening related protein "-DNA. 
Nachweis des gegen die "ripening related protein"-RNA gerichteten ribozymcodierenden Gens 
2 BlattstGckchen der transgenen Tomatenpflanze bzw. einer nicht-transformierten Wildtyptomate wur- 
den unter flussigem Stickstoff mit Morser und Pistill zerkleinert Das Pulver wurde in EppendorfgefSfle 
gegeben und mit 500 ul 2 x CTAB-Puffer versetzt (2 x CTAB: 2 % CetyhTrimethylammoniumbromid. 100 

w mM Tris pH 8.0, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCI, 1 % Polyvinylpyrrolidon MG = 40000). der vorher auf 65* C 
erhitzt wurde. AnschlieBend gab man 500 ul C^loroform/lsoarnylalkohol 24:1 (v/v) dazu und extrahierte die 
waBrige Phase. Die beiden Phasen wurden anschlieBend durch zentrifugation getrennt Die waBrige Phase 
pipettierte man in ein neues EppendorfgefaB und gab 100 ul 5 % CTAB dazu, das auf 65* C erhitzt wurde. 
Es wurde nochmal mit Chloroform/lsoamylaikohol extrahiert. bevor 500 ul CTAB-Prazipitierungspuffer (1 % 

ts CTAB, 50 mM Tris pH 8,0, 10 mM EDTA) zur waBrigen Phase zugegeben wurde. Nach Zentrifugation 
wurde der Niederschlag in Hochsalz TE (10 mM Tris pH 8,0. 1 mM EDTA, 1 M NaCI) gelost und mit 2 1/2 
Volumen Ethanol gefallt Nach Zentrifugation, Waschen und Trocknen nahm man den Niederschlag in 
Wasser auf und behandelte mit 25 ug/ml RNase A (Endkonzentration). Die RNase wurde anschlieBend 
durch Phenolisieren entfemt. Nach emeutem Trocknen nahm man die DNA in 50 ul Wasser auf. 

20 AnschlieBend wurden 4 ug der DNA 1 Stunde bei 37* C mit der Restriktionsendonuklease Eco Rl 
hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde auf einem 1 % Agarosegel aufgetrennt Das Gel schUttelte man 30 Min. 
mit 0,4 N NaOH/0,6 M NaCI und anschlieBend 30 Min. mit 0,5 M Tris CI pH 7,5/1.5 M NaCI. Als 
Groflenstandard diente ein PsU-Hydrolysat der X-Phagen-DNA. 

AnschlieBend transferierte man die DNA auf ein Gene Screen Plus Membran mit 10 x SSC Uber einen 

25 Kapillar-Blot Das Filter wurde anschlieBend getrocknet und mit 1 % SDS/1 M NaCI/ 10 % Dextransulfat 
prahybridisiert. Zum Hybridisieren versetzte man den PrShybridisierungsmix mit einer radioaktiv markierten 
Probe des Oiigonukleotides c), das vorher 10 Minuten gekocht wurde. 

Das Ribozym-codierende Gen wurde durch das Auftreten einer Schwarzung des aufgelegten Rontgen- 
films bei ca. 0,8 kb nachgewiesen. 

30 

Nachweis der in vitro Aktivitat der Ribozyme 

Das Oligonukleotid das ein Ribozym gegen die "ripening related protein"-RNA codierte wurde in den 

35 nach Hydrotyse mit den Restriktionsendonukleasen Xbal und Pstl geSffneten Vektor Bluescript kloniert. 
Parallel dazu wurde in denselben Vektor ein DNA-Fragment des "ripening related proteins" 
(Nukieotidnummer 792-815 der von Ray, J. et al.. Nucleic Adds Res. 15. 10587 (1987) ver6ffentiichten 
DNA-Sequenz) in die Sacl/Kpnl Schnittstelle kloniert. Beide Vektoren dienten in einer in vitro RNA 
Polymerase Reaktion als DNA-Matrize fGr die RNA-Synthese. 

40 Hierzu wurden parallel der das Ribozym-Gen-tragende Vektor und der das DNA-Fragment des 
"ripening related protein"-Gen-tragende Vektor mit der Restriktionsendonuklease Sacl geschnrtten. Je 1 ug 
der geoffneten Vektoren wurden anschlieBend mit je 10 uM der Nukleotide ATP, GTP, CTP, UTP und {a- 
^PJUTP (5 ...) in 50 mM HEPES (pH 7,5) und 10 u. T7 RNA-Polymerase fGr 30 Minuten bei 37* C inkubiert 
Die RNA wurde nach DNase Behandlung in Ethanol gefallt 

45 Die synthetisierte RNA des Ribozym-Gen-tragenden Vektors und die RNA des "ripening related 
protein"-Genfragmenttragenden Vektors wurden zusammen in 50 mM TnVCI (pH 7.8) und 10 mM MgCI 2 
zwei Stunden bei 25 "C inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden anschlieBend auf einem 5 %igen 
denaturierenden Polyacrylamidgel (8 M Hamstoff) getrennt und durch Autoradiographie auf einem Rontgen- 
film identifiziert Das Autoradiogramm zeigt, daB in Anwesenheit von Ribozym-RNA das RNA-Transkript des 

so "ripening related protein "-Genfragmentes gespaiten wurde. 



Nachweis der verzogerten Reifung von transgenen Tomaten 

55 En Vergleich einer nicht-transformierten Wildtyp-Tomatenpflanze mit einer transgenen Tomatenpflanze. 
die das gegen die "ripening related protein"-RNA gerichtete Ribozym-kodierende Gen trSgt, ergab, daB die 
Tomaten der transgenen Pflanze eine urn mehrere Tage verzogerte Reifung zeigten. Die Ribozym-Aktivitat 
und die damit verbundene Reifungsverz5gerung wurde somit auch in der Tomatenfrucht. die den eigentii- 



7 



EP 0416 572 A1 

chen Wirkort darstellt, nachgewiesen. 
Ansprilche 

5 

1 . Ribozym kodierendes Gen oder Gen-Fragment mit der DNA-Sequenz 

a) 5' CTAGATGATACATGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTCCATCTGCA 3' 
10 3 1 TACTATGTACGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGAGGTAG 5 f 



15 



20 



b) 5' - CTAGATTAGGTCAGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTTGCTACTGCA- 3 1 

3 ' - TAATCCAGTCGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGAACGATG- 5 1 

c ) 5 1 - CTAGACTGTATCGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAAAGGACTGCA- 3 1 

3 1 -TGAC^TAGCGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGTTTCGTG- 5 1 

2. RNA mrt FUbozym-Aktivftat der Sequenz, 



25 



30 



35 



3-KKKKKKKKCA KKKKKKKK-5 
A C 
A U 

C G G A 

vv 



vv 



Loop 



Ribozym 



40 



in der K zur pflanzfichen Reifungsenzym-RNA kompfementare Nukleotide A, C, G oder U. 
V variabfe Nukleotide A, C, G oder U und 

V L variablen Nukleotide A, C, G oder U im Loop bedeutet, wobei die Nukleotidanzahl von V L im Loop eine 
Zahl von 0 bis 550 ist 

3. RNA mit Ribozym- Aktivitat mit der Sequenz 



45 



50 



55 



8 



EP 0 416 572 A1 



10 



is 



a) CUACCUCA 

A 

U 

A G 
G A 

c g^g" 

A U 

G C 

G C 

A U 
C 

G 



GUACAUAGU 
C 



20 



25 



30 



35 



b) A U C G U U C A 

A 
A 
G 



GACU. GGAUU 
C 

U 

G 
A 



C G A G U 

A U 

G C 

G C 

A U 
C 

G 



40 



C) ACGAAACA 

A 
A 
G 



45 



GCUAUGUCA 
C 



50 



U 
G 
A 

C C^G 11 
A U 
G C 
G C 



U 



55 
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4. Verfahren zur Hersteliung eines Ribozym kodierenden Gens Oder Gen-Fragments mit der DNA-Sequenz 

5 a) 5 f CTAGATGATACATGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTCCATCTGCA 3 ! 

3 1 TACTATGTACGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGAGGTAG 5' 

b) 5 1 -CTAGATTAGGTCAGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTTGCTACTGCA- 3 1 
70 3 1 - TAATCC^GTCGACTACTCAGGCACTCCT 5 1 

c ) 5 1 - CTAGACTGTATCGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAAAGCACTGCA- 3 ' 
75 3 ' - TGACATAGCGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGTTTCGTG- 5 1 



durch Synthese von Oiigonukteotiden, dadurch gekennzeichnet. dafl Oligonucleotide synthetisiert werden. 
deren Anfangs- und Endsequenzen aus jeweils 5, vorzugsweise 7 bis 10 Nukleotiden bestehen, die 
20 zusammengenommen komplementar zu einer DNA-Sequenz des zu hemmenden Reifungsenzyms sind und 
durch eine dazwischenliegende DNA-Sequenz getrennt werden, die zum Teil aus spezifischen, fOr die 
FunktionaiitSt des Ribozyms vorgegebenen Nukleotiden und zum Teil aus variablen Nukleotiden besteht 
5. Verfahren zur Hersteliung von RNA mit Ribozym-Aktivitat der Sequenz, 



25 



30 



35 



3-KKKKKKKKCA KKKKKKKK-5 
A C 

A U G 
G A G A 

VV 
VV 



Loop 



Rlboz 



dadurch gekennzeichnet daB ein Oligonukleotid der Sequenz 



S'-K'K'K'K'I^K'K'K'CTGAVGAG 



3'-KKKKKKKK GACTVCTC 



50 



v ' v 1 V L V L V L V L V L V L V ' VCGAAACK 1 K 1 K f K ' K'K'K'K'-S' 
V V V L V L V L V L V L V L V VGCTTTGK K K K K K K K -5' 



in der 

55 K zur pflanzlichen Reffungsenzym-RNA komplementSre Nukleotide A. C, G oder T, 
V variable Nukleotide A. C, G oder T, 

V L variablen Nukleotide A. C. G oder T bedeutet wobei die Nukleotidanzahl von V L eine Zahl von 0 bis 550 
ist und 
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K, v\ V L ' jeweils zu K. V, V L komplementare 
Nukleotide A, C, G Oder T ist synthetisiert wird, 

welches in einen intermediSren Vektor mit Pflanzenpromotor kloniert wird, dann zusammen mit dem 
Pflanzenpromotor in einen binaren Pflanzenvektor kloniert wird und mit der so ertiartenen Plasmid-DNA eine 
5 Pflanze transformiert wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet daB als RNA mrt Ribozym-Aktivitat eine RNA der 
Sequenz 



10 



15 



a) CUACCUCA GUACAUAGU 

C 

A 

U 

A G 
G A 

C G A G U 



20 



A U 

G C 

G C 

A U 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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b) AUCGUUCA 

A 



70 



75 



A 

G X 

C G^G 13 

A U 

G C 

G C 

A U 
C 

G 



GACUGGAU.U 
C 

U 



20 

oder 



c) ACGAAACA GCUAUGUCA 

C 

A 



25 A 

G 



30 



U 

G 
A 

C G A G U 
A U 
G C 



G C 

35 A G 

U 
G 



synthetisiert wird. 

7. Pflanzenzellen. Pflanzen. deren Samen und Teile. enthattend eine oder mehrere der DNA-Sequenzen 
nach Anspruch 1. 

8. Pflanzenzellen, Pflanzen, deren Samen und Teile* enthattend eine oder mehrere der RNA-Sequenzen 
nach einem der AnsprQche 2 oder 3. 

9. Tomate. Teile davon, deren Pflanzenzellen oder Samen, enthaltend eine oder mehrere der DNA- 
Sequenzen nach Anspruch 1 . 

10. Tomate, Teile davon, deren Pflanzenzellen oder Samen, enthaltend eine oder mehrere der RNA- 
Sequenzen nach einem der AnsprQche 2 oder 3. 

1 1 . Verwendung von Ribozymen zur Hemmung der Synthese von Reifungsenzy men in Pflanzen. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, da/J die Pflanzen fruchttragende Pflanzen 
sind. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die fruchttragenden Pflanzen Tomaten 
sind. 

14. Verwendung nach einem oder mehreren der AnsprQche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Ribozym die RNA-Sequenz nach den AnsprQchen 2 oder 3 eingesetzt wird. 

Patentanspruche fQr folgenden Vertragsstaat ES 
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1. Verfahren air Herstellung eines Ribozym kodierenden Gens Oder Gen-Fragments mft der DNA-Sequenz 

1. Verfahren zur Herstellung eines Ribozym kodierenden 
Gens Oder Gen- Fragments mit der DNA-Sequenz 

a) 5 1 CTAGATGATACATGCTGATGAGTCCGTCAGGACGAAACTCCATCTGCA 3' 
3 1 TACTATGTACCACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGAGGTAG 5' 

b) 5 ! - CTAGATTAGGTCAGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTTGCTACTGCA- 3 1 
3 1 - TAATCXAGTCGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGAACGATG- 5 1 

C ) 5 ' - CTAGACTGTATCGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAAAGCACTGGA- 3 1 
3 1 - TGACATAGCGACTACTCAGGCACTCCrroCTTTGTTTCGTGr- 5 ' 

20 durch Synthese von Oligonukleotiden, dadurch gekennzeichnet, dafl Oligonucleotide synthetisiert werden, 
deren Anfangs- und Endsequenzen aus jeweils 5, vorzugsweise 7 bis 10 Nukleotiden bestehen, die 
zusammengenommen komplementar zu einer DNA-Sequenz des zu hemmenden Reifungsenzyms sind und 
durch eine dazwischenliegende DNA-Sequenz getrennt werden, die zum Teil aus spezifischen, fQr die 
Funktionalrtat des Ribozyms vorgegebenen Nukleotiden und zum Teil aus variablen Nukleotiden besteht. 

25 2. Verfahren zur Herstellung von RNA mit Ribozym-Aktivitat der Sequenz, 



T5 



30 



35 



3-KKKKKKKKCA KKKKKKKK-5 
A C 

A ° G 
G A G A 

CG G v V 
Yv / Ribozym 

VV 

Loop 



40 



50 



55 



dadurch gekennzeichnet, dafl ein Oligonukleotid der Sequenz 

S'-K'K'K'K'K'K'K'K 1 ctgavgag 

3'-KKKKKKKK GACTVCTC 

V^'V^V^V^V^V^VWCGAAACK'K^'K'K'K'K'K'-S 1 
V V V L V L V L V L V L V L V VGCTTT( ^K KKKKKKK-5' 



in der 

K zur pflanzDchen Reifungsenzym-RNA komplementare Nukleotide A. C, G oder T, 
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10 



V variable Nukleotide A, C, G oder T, 

V L variablen Nukleotide A, C, G Oder T bedeutet wobei die Nukleotidanzaht von V L eine Zahl von 0 bis 550 
ist und 

K, V # , V l ' jeweils zu K. V, VL kompiemerrtare Nukleotide A. C. G Oder T ist synthetisiert wird, 
welches in einen intermediaren Vektor mit Pflanzenpromotor kloniert wird, dann zusammen mit dem 
Pflanzenpromotor in einen binMren Pflanzenvektor Woniert wird und mit der so emaftenen Plasm id-DNA eine 
Pflanze transformiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB als RNA mit Ribozym-Aktivitat eine RNA der 
Sequenz 



a) CUACCUCA GUACAUAGU 

C 

A 



is A 

G 



20 



U 

G 
A 

C C&P 
A U 
G C 
G C 
A U 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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10 



b) AUCGUUCA GACUGGAUU 

C 

A 

U 

A G 
G A 

C G A G U 

A U 

G C 

G C 

A U 
C 

15 G 



oder 

c) ACGAAACA GCUAUGUCA 

20 C 



A 
A 

G 



U 
G 



25 



30 



35 



C G A G U 

A U 

G C 

G C 

A G 
U 

G 



synthetisiert wird. 

4. Verwendung von Ribozymen zur Hemmung der Synthese von Reifungsenzymen in Pftanzen. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Pflanzen fruchttragende Pflanzen sind. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die fruchttragenden Pflanzen Tomaten sind. 
40 7. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB ais 

Ribozym die nach den AnsprUchen 2 oder 3 erhaltliche RNA-Sequenz eingesetzt wird. 



45 



50 



55 
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SEQUENZPROTOKOLL 



SEQ ID NO: 1 



ART DER SEQUENZ: 
SEQUENZLANGE: 
STRANGFORM: 
TOPOLOGIE : 



DNA- Nucleotide 
40 BP 

Doppelstrang 
linear 



ART DES MOLEKULS: 
ANTISENSE: 



Oligonukleotid-DNA 
Ja 



URS P RUNG LI CHE HERKUNFT 



ORGANISMUS : 



Pflanze* 



UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE HERKUNFT 

1. Polygalakturonase 

2. Ribozym 



MERKMALE: 
Synthetisch; 

Die Synthese der antisense-Oligonukleotide erfolgte auf Basis der 
folgenden c-DNA- Sequenz en: 

1. 19 BP aus der Polygalakt, c-DNA Sequenz 

2. 23 BP variable Ribozym- Sequenz 

von 1 bis 7 BP Polygalakt. Sequenz 

von 8 bis 30 BP Nukleotide des Ribozym- Introns 

von 31 bis 39 BP Polygalakt. Sequenz- Intron 

40. BP Linker 



5* GATGGAGTTT CGTCCTCACG GACTCATCAG CATGTATCAT 3* 40 
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SEQUENZPROTOKOLL 



SEQ ID NO: 2 

ART DER SEQUENZ : 
SEQUENZLANGE: 
STRANGFORM: 
TOPOLOGIE: 

ART DES MOLEKULS: 
ANTISENSE: 



DNA-Nucleotide 
41 BP 

Doppelstrang 
linear 

01 igonukleo t id- DNA 
Ja 



URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS : Pf lanze 

UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE HERKUNFT 

1 . Pekt in- Est erase 

2. Ribozym 



MERKMALE: 



Synthetisch; 

Die Synthese der antisense- Oligonukleotide erfolgte auf Basis der 
folgenden c- DNA- Sequenzen: 



1, 
2, 



18 BP aus der c-DNA-Sequenz der Pekt in- Esterase 
23 BP variable Ribozym- Sequenz 



1. BP 
von 2 
von 9 



bis 8 BP 

bis 31 BP 

von 32 bis 40 BP 
41. BP 



Linker DNA 

Pekt in- Esterase Sequenz 
Nukleotide des Ribozym- Introns 
Pekt in- Esterase Sequenz 
Linker DNA 



5* GTAGCAAGTT TCGTCCTCAC GGACTCATCA GCTGACCTAA T 3 * 41 
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SEQUENZPROTOKOLL 



SEQ ID NO: 3 



ART DER SEQUENZ: 
S EQUENZ LANG E : 
STRANGFORM: 
TOPOLOGIE: 



DNA- Nucleotide 
40 BP 

Doppelstrang 
linear 



ART DES MOLEKULS 
ANTISENSE: 



Oligonukleotid- DNA 
Ja 



URS P RUNGL I CHE HERKUNFT 



ORGANISMUS : 



Pf lanze 



UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE HERKUNFT 

1, "Ripening related protein" 

2. Ribozym 



MERKMALE: 
Synthetisch; 

Die Synthese der antisense-Oligonukleotide erfolgte auf Basis der 
folgenden c-DNA-Sequenzen: 

1. 19 BP aus der c-DNA-Sequenz der "ripening related proteins" 

2. 23 BP variable Ribozym- Sequenz 

1- BP Linker DNA 

von 2 bis 7 BP "Ripening Related Protein"- Sequenz 

von 8 bis 31 BP Nukleotide des Ribozym- Introns 

von 32 bis 40 BP "Ripening Related Protein"- Sequenz 



5' GTGCTTTGTT TCGTCCTCAC GGACTCATCA GCGATACAGT 3' 40 
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SEQUENZPROTOKOLL 



SEQ ID NO: 4 

ART DER SEQUENZ: 
SEQUENZLANGE: 
STRANGFORM: 
TOPOLOGIE: 

ART DES MOLEKULS: 
ANT I SENSE: 



RNA- Nucleotide 
40 BP 

Einzelstrang 
hammerhead 

Oligonukleotid- RNA 
Ja 



URSPRUNGLICHE HERKUNFT 
ORGANISMUS : Pf lanze 



MERKMALE: 
Synthetisch; 

Die Synthese der antisense-Oligonukleotide erfolgte auf Basis der 
folgenden c-DNA-Sequenzen: 

1) Komplementarsequenz zur pflanzlichen Reif ungsenzym- RNA 

2) Variable Nukleotide 



von 1 bis 8 BP 

von 9 bis 14 BP 
von 15 bis 16 BP 
von 17 bis 22 BP 
von 23 bis 24 BP 
von 25 bis 32 BP 
von 33 bis 40 BP 



komplementare Nukleotide zur pflanzlichen 
Reif ungsenzym- RNA 

konstante Nukleotide des Ribozym- Introns 
variable Nukleotide 

variable Nukleotide innerhalb des Loops 
variable Nukleotide 

konstante Nukleotide des Ribozym- Introns 
komplementare Nukleotide zur pflanzlichen 
Reif ungsenzym- RNA 



5' NNNNNNNNCU GANGAGNNEE EEEENNCGAA ACNNNNNNNN 3' 40 
E = variable Nukleotide (0-550) innerhalb des Loops 
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SEQDENZPROTOKOLL 



SEQ ID NO: 5 



ART DER SEQUENZ: 
SEQUENZLANGE: 
STRANGFORM: 
TOPOLOGIE: 



RNA- Nucleotide 
39 BP 

Einzelstrang 
hammerhead 



ART DES MOLEKULS: 
ANTISENSE: 



Oligonukleotid-RNA 
Ja 



URSPRUNGLICHE HERKUNFT 



ORGANISMUS : 



Pflanze 



UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE HERKUNFT 

1 . Polygalakturonase 

2. Ribozym 

MERKMALE: 
Syuthetisch; 

Die Synthese der antisense-Oligonukleotide erfolgte auf Basis der 
folgenden c-DNA-Sequenzen: 

1. 19 BP aus der Polygalakt. c- DNA- Sequenz 

2. 23 BP variable Ribozym- Sequenz 

von 1 bis 8 BP Polygalakt. Sequenz 

von 9 bis 31 BP Nukleotide des Ribozym- Introns 

von 32 bis 39 BP Polygalakt, Sequenz 



5' CUACCUCAAA GCAGGAGCUC CUGAGUAGUC GUACAUAGU 3' 39 
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SEQUENZPROTOKOLL 



SEQ ID NO: 6 



ART DER SEQUENZ: 
SEQUENZLANGE: 
STRANGFORM: 
TOPOLOGIE: 



RNA- Nucleotide 
39 BP 

Einzelstrang 
hammerhead 



ART DES MOLEKULS: 
ANTISENSE: 



Oligonukleotid-RNA 
Ja 



URSPRUNGLI CHE HERKUNFT 



ORGANISMUS: 



Pf lanze 



UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE HERKUNFT 

1. Pektin- Esterase 

2. Ribozym 



MERKMALE: 
Synthetisch; 

Die Synthese der antisense- Oligonukleot ide erfolgte auf Basis der 
folgenden c-DNA-Sequenzen: 

1. 18 BP aus der c-DNA-Sequenz der Pektin- Esterase 

2. 23 BP variable Ribozym- Sequenz 

von 1 bis 8 BP Pektin- Esterase Sequenz 

von 9 bis 31 BP Nukleotide des Ribozym- Introns 

von 32 bis 39 BP Pektin- Esterase Sequenz 

5 1 AUCGUUCAAA GCAGGAGCUC CUGAGUAGUC GACUGGAUU V 39 
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SEQUENZPROtOKOLL 



SEQ ID NO: 7 



ART DER SEQUENZ: RNA- Nucleotide 

SEQUENZLANGE : 39 BP 

STRANGFORM: Einzelstrang 

TOPOLOGIE: hammerhead 

ART DES MOLEKULS: Oligonukleotid- RNA 
ANTISENSE : J a 

URSPRUNGLICHE HERKUNFT 

ORG ANI SMUS : P f 1 anz e 

UNMITTELBARE EXPERIMENTELLE HERKUNFT 

1- "Ripening related protein" 
2. Ribozym 

MERKMALE: 
Synthetisch; 

Die Synthese der ant isense-Oligonukleotide erfolgte auf Basis der 
folgenden c- DNA- Sequenzen : 

1. 19BP aus der c-DNA-Sequenz des "ripening related proteins" 

2. 23BP variable Ribozym- Sequenz 

von 1 bis 8 BP "Ripening Related Protein"- Sequenz 

von 9 bis 32 BP Nukleotide des Reif ungsenzyra- Introns 

von 33 bxs 39 BP "Ripening Related Protein"- Sequenz 

5 f ACGAAACAAA GCAGGAGUGC CUGAGUAGUC GCUAUGUCA 3 f 39 
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